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Vilosidades e outras estruturascoriônicas encontradas no sangueperiférico de gestantes: número,tamanho e uma técnica parasua recuperação
Villus and other chorionic structuresfound at the peripheral blood of pregnantwomen: number, size, and a techniquefor their recovery
NILO PEREIRA LUZ1CAIO COELHO MARQUES1

RESUMO
Objetivos: desenvolver uma técnica para recupe-rar, identificar, contar e medir as vilosidades e outrasestruturas coriônicas presentes no sangue periférico degestantes.Métodos: foram selecionadas para o estudo 10gestantes normais, com idade gestacional igual ou su-perior a 37 semanas, internadas no Hospital São Lucasda PUCRS para o parto. Foram colhidos 3 ml de sangueem EDTA e 5.000 UI de aprotinina (Trasylol® Bayer)de uma veia cubital de cada paciente. As amostrasforam imediatamente fixadas em Bouin, embebidas emparafina, cortadas a 3µm, coradas por hematoxilina/eosina, tricrômico de Masson e por anticorpos mo-noclonais específicos para tecidos trofoblásticos. Cadalâmina foi escrutinada de forma linear em toda a suasuperfície, a um aumento de 250 vezes, e as estruturascoriônicas reconhecidas foram medidas com umaocular micrométrica calibrada. Os resultados foramapresentados por média ± erro padrão.

ABSTRACT
Aims: To develop a technique to recover, count, identify,and measure chorionic villi and other chorionic structurespresent in the peripheral blood of pregnant women.Methods: Ten normal pregnant women with gestationalage equal or over 37 weeks, admitted to the Hospital SãoLucas da PUCRS for delivery, were selected for the study.Three milliliters of blood samples in EDTA and 5,000 IU ofaprotinine (Trasylol® Bayer) were obtained at a cubital veinfrom each patient. Samples were immediately fixed in Bouin,embedded in paraffin, sectioned at 3 µm, stained by hematoxylin/eosin, Masson’s trichrome, and with monoclonal antibodiesspecific to trophoblastic tissues. Each slide was scrutinizedover all its surface at 250x magnification, by a linear scrutinywith conventional microscopy and every chorionic structurerecognized was counted and measured with a calibratedmicrometric ocular. The measures have been presented bymean ± standard error.Results: For each milliliter of maternal blood, 15.4 ±3.1 syncytiotrophoblastic plaques equal or larger than
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Resultados: foram recuperadas 15,4 ± 3,1 placasde sinciciotrofoblasto maiores de 100 e 5,8 ± 0,9 vilo-sidades coriônicas por ml de sangue materno. O com-primento médio das vilosidades foi 289,3 ± 13, 6 µm,a largura média foi de 116,3 ± 5,3 µm e a espessuramédia do sinciciotrofoblasto foi de 33,4 ± 1,7 µm. Odescolamento dos cortes impediu os estudos imunoló-gicos em 4 dos 10 casos. Em duas das seis amostrasestudadas com anticorpos monoclonais específicospara trofoblasto as estruturas recuperadas foram reativas.Conclusões: a fixação imediata das amostras foiapresentada como um novo método para recuperar asestruturas coriônicas presentes no sangue periférico degestantes. Elas foram identificadas, contadas e medi-das. Sua quantidade e dimensões foram grandes. Osmecanismos que podem explicar seu surgimento e seudestino, bem como o significado de sua presença equantidade no sangue periférico das gestantes foramdiscutidos.
DESCRITORES: GRAVIDEZ/sangue; GRAVIDEZ/imu-nologia; VILOSIDADES CORIÔNICAS; TROFOBLASTOS;HUMANOS.

100 µm and 5.8 ± 0,9 chorionic villi have been recovered.The mean longitudinal diameter of villi was 289.3 ± 13.6µm, their mean transverse diameter was 116.3 ± 5.3 µm andtheir syncytiotrophoblast thickness was 33.4 ± 1.7 µm. Intwo of the six samples subjected to immunologic studies, areactivity to monoclonal antibodies specific to trophoblastwas obtained on the recovered structures.Conclusions: Immediate fixation of blood samples waspresented as a new method to recover chorionic structuresfrom peripheral blood of pregnant women. They have beenidentified, counted and measured. Their quantity and sizewere large. The mechanisms that could explain their presenceand fate in maternal blood and the significance of theirpresence, quantity and fate have been discussed.
KEY WORDS: PREGNANCY/blood; PREGNANCY/immunology;CHORIONIC VILLI; TROPHOBLASTS; HUMANS.

INTRODUÇÃO
A deportação de vilosidades coriônicas parao sangue materno tem sido um tema controver-tido desde o trabalho inicial de Schmorl,l quedescreveu a presença de embolias pulmonarescausadas por células trofoblásticas em 14 de 17pacientes falecidas por eclâmpsia. Em uma sériede 158 autópsias de gestantes falecidas durantea gestação ou no pós-parto imediato, Veit2 ve-rificou que a incidência dessas embolias eramaior nos casos de pré-eclâmpsia e eclâmpsiado que nas pacientes falecidas por outras causas.Depois dessas publicações, passou a ser admitidoque a deportação de vilosidades coriônicas parao sangue materno era um fenômeno normal nagestação.3 Entretanto, as embolias pulmonaresdescritas por esses autores eram causadas porcélulas trofoblásticas, e não por vilosidades, sen-do estas últimas encontradas só raramente.Além disso, sua presença era sempre associadaa um trauma obstétrico severo, e nunca descritapor eles como um evento normal da gravidez.Bardawil et al.,4 em um estudo de embolias porlíquido amniótico, analisaram as necropsias de109 pacientes falecidas durante a gestação ouno pós-parto. Detectaram vilosidades completasnos vasos pulmonares apenas em duas dentreas 57 embolias pulmonares causadas por líquidoamniótico. Mesmo com base em tão poucas evi-

dências, foi admitido que a deportação de vilo-sidades coriônicas para o sangue materno ocor-reria em todas as gestações.Luz et al.5 publicaram uma técnica pararecuperar vilosidades coriônicas do sangue peri-férico de gestantes. Em outro estudo, Luz,6analisando amostras de sangue não fixadas,através de um microscópio de contraste de fase,encontrou vilosidades no sangue de todas as 30gestantes estudadas ao termo da gestação. Nessapublicação, foi demonstrado que a presença dasvilosidades coriônicas no sangue das gestantesdeveria ser um evento normal da gestação hu-mana. Foi a primeira evidência publicada com-provando ser essa migração uma condição fisio-lógica, que ocorre em todas as gestações.Hawes et al.7 encontraram e identificaramcélulas trofoblásticas no sangue materno e asusaram para estudos genéticos não invasivos dofeto. Durrant et al.8 encontraram 20 célulastrofoblásticas por mililitro de sangue materno.Bulmer et al.9 as recuperaram desde a décimasemana da gestação. Chua et al.10, Johansen etal.11 e Redman et al.12 assinalaram que o seu nú-mero está aumentado nos casos de pré-eclâmpsiae sugeriram que esse aumento poderia ser umdos fatores influenciando as reações maternasao enxerto que é o seu feto.O presente estudo foi desenvolvido com oobjetivo de melhor avaliar o número, a morfo-
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logia, o tamanho, o destino e as possíveis reper-cussões da presença e da quantidade das vilo-sidades e outras estruturas coriônicas encon-tradas no sangue materno.
MÉTODOS

Foi estudada uma amostra de conveniênciade 10 gestantes normais, com idade gestacionaligual ou superior a 37 semanas, admitidas parao parto ou para uma cesárea eletiva no HospitalSão Lucas da PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil.O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética emPesquisa da Pontifícia Universidade Católica doRio Grande do Sul.De cada paciente foram obtidos 3 ml de san-gue de uma veia cubital, com uma seringa con-tendo EDTA e 5.000 UI de aprotinina (Trasylol®Bayer). Retirada a agulha, a amostra era imedia-tamente vertida em um tubo de centrífuga con-tendo 7 ml de uma solução recente do fixadorde Bouin. A seguir, a amostra era centrifugadaa 2.000 rpm por 10 minutos. O plasma sobre-nadante era cuidadosamente retirado e coloca-do em outro tubo, para inclusão em parafina.O sedimento da amostra era desidratado comconcentrações ascendentes de álcool, clarificadocom xilol ainda dentro do tubo de centrífuga eembebido em parafina. Foram obtidos cortes a3 µm dos blocos de ambas as partes de cadaamostra (sedimento e sobrenadante) que foramcorados com hematoxilina/eosina, tricrômico deMasson e com anticorpos monoclonais especí-ficos para tecidos coriônicos.Cada lâmina foi escrutinada em toda suasuperfície por um dos autores (NPL) a umaumento de 250 vezes. Foram recuperadasestruturas coriônicas de ambas as partes decada amostra, as quais foram estudadas na

sua morfologia e no seu tamanho. Seu nú-mero foi contado nos cortes obtidos do sedimen-to das amostras. As medidas foram feitas nocomprimento, largura e espessura do sincicio-trofoblasto, usando uma ocular micrométricacalibrada.Em 6 das 10 amostras foi tentada a identifi-cação imunológica com anticorpos monoclonaisespecíficos para tecidos trofoblásticos. Em 4amostras, o desprendimento dos cortes das lâmi-nas microscópicas impediu a realização dostestes de imunohistoquímica (Tabela 1). Foramusados os anticorpos monoclonais para citoque-ratinas 8 e 18, HCG, X63 e o coquetel Q, B, N, L185 (Flinders Technology, Flinders University ofSouth Australia, Bedford Park, Austrália) (Tabe-la 1). O coquetel Q, B, N, L 185 é uma misturados anticorpos FDO66Q, FDO46B, FDO202Ne FDO185L da Flinders Technology. Todoshaviam sido testados antes em cortes de conge-lamento de placentas não fixadas, produzindoos resultados esperados. Sua seletividade paratecidos trofoblásticos já fora demonstrada.13-16Cada lâmina foi dividida em duas partes porgrades aderidas, com uma divisão para receberos anticorpos de controle e outra para o anti-corpo selecionado. As lâminas foram colocadasem estufa a 65ºC por 60 minutos, levadas ao xilolpor 15 minutos, e passadas por 2 minutos emcada concentração de álcool a 95, 70 e 50%.Foram depois tratadas em peróxido de hidro-gênio/PBS por 30 minutos. O bloqueio dos re-ceptores não específicos foi feito em estufa a 37º.Os anticorpos primários foram colocadosna lâmina e mantidos a 4ºC durante uma noite.O anticorpo secundário foi a biotina antica-mundongo. A detecção da reação foi comstreptavidin-HRP e substrato AEC por 10 min(Tabela 1).

Bloco Lâmina Anticorpo de controle Resultado Anticorpo testado Resultado 

3013 1 X63 Negativo QBNL 185 cocktail Positivo 

3023 2 X63 Negativo Citoqueratina 8, 18 Negativo 

3123 3 Nenhum Negativo HCG dil.1:1000 Negativo 

3113 4 X63 Negativo QBNL 185 cocktail Positivo 

3313 5 Nenhum Negativo HCG dil. 1:1000 Negativo 

3323 6 X63 Negativo Citoqueratina 8, 18 Negativo 

TABELA 1 – Imunohistoquímica: anticorpos monoclonais usados e seus resultados.
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RESULTADOS
Dois tipos de estruturas foram recuperadas:placas destacadas de sinciciotrofoblasto (Figura1) e vilosidades coriônicas (inteiras ou fragmen-tos delas) (Figuras 2, 3 e 4). O número médio deplacas recuperadas com tamanho superior a100µm foi de 15,4 ± 3,1 por ml de sangue (limitesde variação 11 a 87/ml por caso) (Tabela 2). Asmaiores placas, ocasionalmente, formavam co-lunas, contendo ou não fileiras de núcleos. Frag-mentos com menos de 100µm eram freqüentes.Nessas placas, em dois dos seis casos estudadoscom imunohistoquímica (33,33%) foi obtidauma reatividade aos anticorpos monoclonaisespecíficos para tecidos coriônicos (Figura 1 eTabela 1).

TABELA 2 – Número total e tipo das estruturasrecuperadas do sangue periférico de 10 gestantesnormais no final da gestação.

Tabela 3 – Dimensões das vilosidades recuperadas do sangue periférico em cada um dos 10 casos de gestantesnormais no final da gestação.
Número de vilosidades Comprimento médio (µm) ± Largura média (µm) ±

Espessura média
Nº do caso

medidas erro padrão erro padrão
do Sincício (µm) ±

erro padrão

1 7 195,2 ± 36,9 77,1 ± 12,8 25,9 ± 4,6

2 27 333,9 ± 40 120,8 ± 11,6 28,8 ± 3,2

3 25 382 ± 28,8 96,2 ± 8,5 32,5 ± 4,5

4 18 424,8 ± 54,5 120,8 ± 12,3 38,7 ± 7,6

5 7 196,1 ± 11,9 119,7 ± 19,1 28,1 ± 4,7

6 15 258,6 ± 45,1 82,3 ± 6,9 45,6 ± 6

7 24 281,4 ± 50,8 124,6 ± 15,9 39,2 ± 7,9

8 14 247,1 ± 34,4 137,1 ± 18,2 31,3 ± 5,6

9 36 313,8 ± 28,2 136,5 ± 10,4 30,9 ± 3,0

10 20 200,2 ± 26,1 91,6 ± 6,6 29,4 ± 3,2

Total 182 182 182 95

O número médio das vilosidades recupera-das por ml de sangue materno foi de 5,8 ± 0,9com limites de variação entre 7 e 27 (Tabela 2).Seu aspecto era similar ao dos cortes longitu-dinais ou transversos das vilosidades de umaplacenta (Figuras 2 e 3). Quando bem preser-vadas, podiam ser identificados vasos contendohemácias no seu interior. O sinciciotrofoblastode seu revestimento apresentava freqüentemen-te uma espessura aumentada, com mais de umacamada de núcleos empilhados (Figura 3), umaspecto diferente daqueles mais comumenteobservados nos cortes de placenta feitos no finalda gestação. Foram vistos também, no sincicio-trofoblasto de revestimento, diferentes graus dealterações degenerativas. Em muitos locais eletinha sido destacado, deixando desnudado o es-troma da vilosidade.Foram medidas 182 vilosidades nas suas di-mensões longitudinal e transversa (comprimen-to e largura) e 95 na espessura do seu sincíciode revestimento. O comprimento médio foi de289,3 ± 13,6µm, com limites de variação entre68,6 e 1.372. A largura média foi de 116,3 ± 5,3µm,com limites de variação entre 39,2 e 372,4µm. Aespessura do sinciciotrofoblasto foi medida noslugares em que o corte do epitélio podia seravaliado como perpendicular. A sua média foide 33,4 ± 1,7µm, com limites entre 10,5 e 98µm.As médias dos valores medidos em cada caso,com sua variabilidade, são mostradas na Ta-bela 3. Os valores globais de todas as medidasfeitas, junto com a sua variabilidade, estão naTabela 4.

Nº do caso
Total de

Placas Vilosidades
estruturas

1 7 8 7 1 7

2 114 8 7 2 7

3 3 6 1 1 2 5

4 8 2 6 4 1 8

5 2 2 1 5 7

6 6 5 5 0 1 6

7 3 7 1 3 2 4

8 9 7 8 3 1 4

9 7 1 4 3 2 7

1 0 3 8 2 1 1 7

Variação 22 até 114 11 até 87 7 até 28

Número total 640 458 182

Média ± erro padrão 21,3 ± 3,2 15,4 ± 3,1 5,8 ± 0,9
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Figura 1 – Placa destacada de sinciciotrofoblasto apresentando a colunização por vezes observada e identificada
como coriônica por anticorpos monoclonais específicos (aumento 200×).

Figura 2 – Grande vilosidade com sinciciotrofoblasto delgado (aumento 250×).
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Figura 3 – Grande vilosidade mostrando sincício espessado e vaso contendo hemácias fetais (aumento 250×).

Figura 4 – Densa massa de eritrócitos maternos sedimentados e, no seu topo, muitas vilosidades coriônicas
agrupadas (aumento 63×).
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A identificação imunológica com anticorposmonoclonais específicos para tecidos coriônicossó foi positiva em dois dos seis casos nos quaisforam realizados testes de imunohistoquímica.As placas de sinciotrofoblasto destacadas mos-traram reatividade ao coquetel Flinders QBNL185 (Tabela 1).
DISCUSSÃO

O número de elementos trofoblásticos mi-grados para o sangue materno não está bemestudado, variando segundo o tipo dos ele-mentos procurados e com o tipo de estudo rea-lizado. Desde a década de 1990, muitos traba-lhos vêm documentando a constante passagemde células trofoblásticas para o sangue materno,encontradas em todos os casos estudados eusadas para estudos genéticos não invasivos dofeto.7-12 Seria muito importante que se pudessedefinir a freqüência dessa migração trofoblás-tica, assim como sua quantidade, destino everdadeiro significado biológico.Com técnicas mais simples, Douglas et al.17já haviam recuperado e identificado célulastrofoblásticas nas veias uterinas e pélvicas, masraramente no sangue periférico. Luz6 publi-cou uma técnica em que recuperou vilosidadescoriônicas completas em exames a fresco detodos os 30 casos estudados com microscopia defase. Outros autores publicaram trabalhos do-cumentando a passagem de estruturas coriô-nicas para o sangue periférico de gestantes:Lo et al.18 encontraram que o DNA fetal no finalda gestação representava 6,2% do DNA pre-sente no plasma materno e calcularam quepara atingir essa concentração era necessáriaa deportação de 22,4×104 genoma-equivalen-tes por minuto do DNA fetal para o sanguematerno. Huppertz et al.19 descreveram aexistência de uma migração diária de 3g denós sinciciais apoptóticos para o sangue ma-terno.

O presente estudo sugere que, se extrapo-larmos a quantidade de estruturas coriônicasrecuperadas por mililitro de sangue materno ea ajustarmos à volemia de uma gestante, épossível que estejam circulando no sangue decada gestante 115.720 estruturas coriônicas,sendo 84.920 placas com mais de 100µm e30.800 vilosidades. Estudos mais abrangentespoderiam definir o número real dessas estruturasno sangue das gestantes. A deportação de es-truturas fetais ou placentárias para o sanguematerno durante a gravidez pode hoje ser consi-derada como um fato estabelecido, embora onúmero e a quantidade dessas estruturas mere-çam ser melhor estudados.Outro aspecto que precisa ser melhor conhe-cido é o destino desses tecidos coriônicos depoisde chegar ao sangue periférico das gestantes.Simples raciocínios lógicos nos levam a suporque existam mecanismos para removê-los dosangue materno, evitando complicações embó-licas e imunológicas que podem ser desenca-deadas por sua presença na circulação. Alémdos raciocínios lógicos, muitas evidências jáforam publicadas documentando a existênciadesses mecanismos.17, 20-26Douglas et al.17 encontraram células trofo-blásticas em 8 de 13 amostras de sangue colhidasnas veias uterinas, em 3 das 33 amostras co-lhidas na veia cava inferior, e em nenhuma dasamostras colhidas simultaneamente no sangueperiférico. Para eles, o fator principal dessa au-sência seria a sua captura nos capilares dopulmão, não tendo sido considerada a possibi-lidade de elas poderem ser destruídas no sanguecirculante. Precisa ser entendido como é queessas estruturas, de tão grandes dimensões,podem não ser aprisionadas pelos capilares pul-monares, conseguindo atingir o sangue circu-lante das gestantes. Pelo seu tamanho, elas deve-riam embolizar os capilares do pulmão. Suapresença no sangue circulante das gestantes sópode ser explicada pela existência de caminhos

Tabela 4 – Dimensões das vilosidades coriônicas no sangue periférico de gestantes e sua variabilidade.
Variável medida Número de medidas

Média Erro padrão Limites de variação

(µm) (µm) (µm)

Diâmetro longitudinal 182 289,3 13,6 68,6 até 1372

Diâmetro transverso 182 116,3 5.3 39,2 até 372,4

Espessura do sincício 95 33,4 1,7 10,5 até 98
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alternativos, que derivam uma parte do sanguearterial diretamente para as veias. Beinder etal.20 e Esteve et al.21 já descreveram o aumentono número dessas anastomoses arteriovenosasdurante a gestação.A morfologia e o número de derivaçõesarteriovenosas nas paredes uterinas foram des-critos recentemente por Schaaps et al.22 Foi de-monstrado por Niden e Aviado23 que esférulasde 63 a 420 µm passam diretamente da circu-lação arterial dos pulmões para as veias de cãesanestesiados. Portanto, a presença no sangueperiférico de fragmentos coriônicos tão grandesquanto os descritos neste trabalho é factível, jáque o diâmetro interno desses canais anasto-móticos assim o permite.Outra explicação para a dificuldade de re-cuperar tecidos trofoblásticos do sangue dasgestantes seria a sua destruição por mecanismosmaternos. Thomas et al.24 já haviam demons-trado que vilosidades coriônicas, quanto incu-badas com tripsina, a uma diluição de 1:1.000,têm o seu sinciciotrofoblasto separado do seuestroma e são destruídas em 3 a 4 minutos.A uma diluição maior, de 1 grama/ml, o efeitoé o mesmo, apenas leva de 2 a 3 horas parase completar. Lo et al.25 descreveram a rápidaeliminação do DNA fetal do plasma mater-no, com sua meia vida calculada em 16,3 mi-nutos.Todas essas observações demonstram tantoa presença de muitas estruturas coriônicas nosangue materno, quanto a existência de meca-nismos ativos para a sua rápida destruição. Opapel da tripsina nessa destruição foi sugeridopor Thomas et al. 24 e confirmado pelas obser-vações de Luz,26 que identificou, com imuno-histoquímica, a presença desta enzima nas es-truturas trofoblásticas recuperadas no sanguede gestantes. Isso explicaria o fato de não tersido publicada até agora a presença constanteno sangue das gestantes de tantas estruturascomo as aqui apresentadas (Figura 4). Nopresente estudo foram tomados cuidados parabloquear essa destruição, por uma antiprotease,complementada por uma fixação imediata.A repercussão imunológica da deportaçãode estruturas coriônicas para a circulação ma-terna merece também uma consideração. Oprivilégio imune que protege o feto humanoainda não está completamente esclarecido. En-tretanto, a importância imunológica da grandequantidade de tecidos semi-alogênicos circu-lando no sangue materno não deve ser pequena.

Jerzak e Bishop27 sugerem ser este um aspectoaté hoje pouco valorizado da promoção da to-lerância materna ante seu feto. A área de con-tato direto entre a placenta e o sangue maternotambém deve ser considerada. Quando essaárea foi avaliada por microscopia eletrônica elevando em consideração as microvilosidadesque forram toda a superfície materna da pla-centa, o valor encontrado foi de 70 a 150m²(Salazar e Gonzáles-Ângulo,28 Winn,29 Bagshawe30).À repercussão imunológica dessa grande su-perfície de contato materno-fetal, deve ser so-mado o impacto do grande número de estru-turas coriônicas circulando no sangue materno,num desafio para o sistema imunológico dagestante.Foi apresentada no presente estudo umatécnica original, usando uma antiprotease e afixação imediata das amostras, para recuperar,identificar e quantificar as estruturas coriônicaspresentes no sangue periférico de gestantesnormais. Vários mecanismos podem explicar apresença e a destruição dessas estruturas coriô-nicas no sangue periférico das gestantes. É im-portante que novos estudos possam confirmarnossos achados e definir a magnitude dessamigração trofoblástica para o sangue materno,para melhorar o entendimento de importantesaspectos da fisiologia e da patologia da gestaçãohumana.
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